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(54) Procedes industriefs de fabrication de vaccins ribosomaux et vaccins ribosomaux obtenus. 



(57) L'invention concerne un proc6d6 de preparation de pro- 
tSoglycanes membranaires de bact6ries choisies parmi : Kleb- 
siella. Serratia et ' Corynebacterium. caracterise en ce que. a 
partir dun rysat clarifte de ladite souche bactSrienne, 

a) on trarte le surnageant du lysat clarifte avec le c6tyltrime* 
thyiammonium ou de I'acide trichloroacetique. et 

bl apres treitement on s6pare le surnageant contenant les 
proteogtycanes membranaires purifies des impuret£s prScipi* 
tees. 
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La prtsente invention concerne les proc6d£s 
industriels de fabrication de vaccins ribosomaux et les 
vaccins ribosomaux qui en derivent. 

Les vaccins ribosomaux sont des vaccins dans 
5 lesquels la fraction antigenique est constitute par une ■ 

fraction ribosomale, cette fraction ribosomale antigdnique 
doit en gtndral etre adjuvde par une fraction qui peut etre 
d'origine microbienne egalement, il s'agit la plupart du 
temps de glycoprottines d'origine membranaire et/ou des 
10 poiyssacharides ou lipopolysaccharides d 'origine /microbienne . 

Le brevet anterieur de la demanderesse , 
n c 73 43957 du 10 dtcembre 1973, ddcrivait la preparation 
de vaccins h base de fractions ribosomales antigtniques - 
adjuvtes par une fraction membranaire de Klebsiella 
15 pneumoniae. 

Les brevets anttrieurs de la demanderesse 
n° 75 10252 du 2 avril 1,975 et 76 24124 du 6 aout 1976 
dtcrivaient des vaccins dtrivts des vaccins ribosomaux 



od 1 'ARN ribosomal ou bien les ribosomes eux-m£mes se 
trouvaient associ^s k des fractions polysaccharidiques. ou 
lipopolysaccharidiques homologues et/ou h^tdrologues . 

Le brevet ant^rieur de la demanderesse 
n° 78 35649 du 19 d^cembre 1978 d^crivait la preparation de 
prot£oglycanes membranaires bact^riens utilisables notamment 
comme adjuvants dans les vaccins ribosomaux. 

La pr^sente invention, r£alis£e au Centre 
d' Immunologic et de Biologie Pierre FABUE, concerne de 
nouveaux proc6d6s industriels pour la fabrication de 
fractions ribosomales microbiennes. immunog£niques ainsi que 
des prot£oglycanes membranaires de Klebsiella pneumoniae 
biotype a non capsule qui leur sont associ^s comme adjuvants 

Cette nouvelle technologie permet le developpe- 
ment d'une production ci tres grande. £chelle de ce type de 
vaccins, notamment pour des applications v£t£rinaires telles 
que celles cities & titre d'exemple. 

Plus particulierement , la pr£sente invention 
concerne un proc^de de preparation de protdoglycanes 
membranaires de bact£ries choisies parmi : Klebsiella, 
Serratia et Corynebacterium, caract^rise en ce que, a partir 
d'un lysat clarifi^ de ladite souche bactdrienne, 

a) on traite le surnageant du lysat clarifie 
avec le CTAB ou de l'acide trichloroac£tigue , et 

. b) apres traitement, on s6pare le surnageant 
contenant les protdoglycanes membranaires purifies des 
impuret£s prdcipitdes. 

De facon g^n^rale, le lysat de bactdries est 
"obtenu par broyage d'un concentrat bact£rien h l'aide de 
moyens m£caniques et/ou pneumatiques, ces moyens de 
broyage devront, bien entendu, §tre adaptds au type de 
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cellules microbiennes h d6sint£grer et des Informations 
plus sp^cifiques seront donn^es dans le cadre de la 
description des exemples. 

Les lysats bact^riens obtenus apr&s broyage 
5 peuvent £tre clarifies par toute technolbgie connue, mais 
seront de prdf^rence clarifies par centrifugation, par 
exemple, k 15 000 g, sur un s^parateur, ceci pour £liminer 
les r^sidus de broyage et les germes non broy^s. 

Suivant le type de traitement effectu£ & l'^tape a), 
10 on opfcre de la facon suivante : 

- Lorsque l'on effectue^e traitement au CTAB , 
on sdpare le surnageant par centrifugation et on effectue 
une ultracentrifugation pour 61iminer le CTAB lui-meme, 
les sels et les contaminants de faible poids moldculaire, 

15 ceci en utilisant, par exemple, une ultrafiltration 

tangentielle avec une membrane coupant & 10 000 d ; 

- dans le cas ofc le traitement est un traitement 
& I'acide trichloroac£tique, le precipit£ d'impuret^s est 
^limine par centrifugation, par exemple sur s^parateur, et 

20 le surnageant est ultrafiltrd sur une membrane coupant a 

10 000 d comme precedemment , mais apres avoir de pr^fdrence 
ramend le pH au voisinage de 7 , par exemple a 7,8, par 
addition d'une base "telle que NaOH concentre. 

Dans les deux cas, apres ultrafiltration, on 

25 obtient une suspension concentr^e de protebglycanes 

membr ana ires, lesquels peuvent etre st6rilis£s, par exemple 
par autoclavage & 120°C, puis lyophilisds pour etre utilises 
ul tdrieurement . 

De facon pr6f £rentielle, les prot^oglycanes 

30 membranaires adjuvants seront pr6par£s h partir d'une souche 
de Klebsiella pneumoniae mutant, non capsule, de biotype a, 
d£pos6e & la Collection de l'Institut Pasteur de Paris sous 
le n° 145-1 . IP . 
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La fraction ribosomale antigSnique est pr6par6e, 
de pr£f6rence, de la fagon suivante : 

a) On traite un lysat clarif i<S,f iltr£, de ladite 
souche par MgCl 2 , par un acide organique ou par le CTAB ; 

b) aprfes traitement, on r^cupfcre le pr6cipit6 
qui est £ventuellement lav£ pour r6cup<Srer les ribosomes, 

Le lysat clarif i£, filtr6, peut Stre obtenu pour 
le lysat clarifi£ comme cela a 6t6 d6crit pr^cddemment pour 
les prot^oglycanes tnembr ana ires, toutefois le lysat clarif i£ 
est filtr£, de pr6f£rence par ultrafiltration sur une 
membrane coupant k 0,22 |i, ceci pour €liminer en particulier 
les prot^oglycanes membranaires et les diff^rents r£sidus de 
broyage qui n'auraient pas 6t6 £limin£s lors de la cen- 
trifugation, 

Selon la nature du traitement de l'6tape a), on 
op&re de pr6f6rence de la fagon suivante -: 

- Lorsque le traitement est effectu£ avec MgCl 2 , 
on ajoute au lysat bacterien clarifi£ et filtr£ une solution . 
de MgCl 2 / de prdfdrence 1 N, jusqu'^ obtenir une concentration 
finale de 0,1 M en MgCl 2 - On a juste le pH a un pH acide, 

par exemple de I'ordre de 6, k l'aide de HCl dilue, et on 
laisse prdcipiter les ribosomes. Ce pr^cipite est alors 
recueilli par exemple par centrifugation. 

- Lorsque le traitement est ef fectue par un acide 
organique, il s'agit plus particulierement d ! un traitement 

k l'acide ac^tique, on ajoute I'acide ac£tique jusqu'a un pH 
de 4 puis on laisse le pr£cipit<* de ribosomes se former et 
on le s£pare par exemple par centrifugation. 

- Lorsque le traitement est un traitement au 
CTAB, on ajoute au lysat bacterien clarif i6 et filtr<§ une 
solution de CTAB, par exemple k 5 % (p/v) , et on 'laisse 

le pr<5cipit£ se former. Ce pr6cipit<§ est r6cup6re par centri- 
fugation et peut fitre lav6, par exemple k l'6thanol. 
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Le produit obtenu h la f in- de l»etape b) constitue 
urie fraction ribosomale brute qui peut §tre purifiee par 
lavage avec du dodecylsulfate de sodium, puis precipitation 
par exemple h I'alcool ethylique. Le precipite obtenu peut 
5 §tre soumis h une purification suppldmentaire par chromatogra- 
phie d'immuno-af finite sur colonne d'anticorps monoclonaux 
immobilises, specif iques du determinant antigenique vaccinant 
lie aux ribosomes. Les ribosomes hautement purifies ainsi 
obtenus peuvent €tre dialyses pour eiiminer les excedents de 
10 sels puis sterilises avant d'§tre utilises en association 
avec les proteoglycanes membranaires. , 

La nature des souches traitees pour obtenir les 
ribosomes depend bien entendu du type de vaccins que I'on 
souhaite obtenir puisque ces ribosomes constituent la 
15 fraction antigenique des vaccins. 

On donnera ci-apres differentes fprmules de 
vaccins qui entrent plus particulierement dans le cadre de 
la presente invention. De facon generale les souches mises 
en oeuvre proviennent, soit de preievements pathologiques , 
20 soit de collections de microorganismes, ces souches ont ete 
reactivees par passage sur animaux de laboratoire et 
entretenues sur des milieux appropries. 

Parmi les vaccins qui peuvent §tre obtenus grace. 

au precede seion la presente invention, il faut citer plus 

» 

25 particuliferement : 

1 ) Vaccin centre les parodontopathies 
" Formule unitaire 

a) . Ribosomes d 'Actinomyces viscosus 3 ug 

. Ribosomes d 'Actinomyces naeslundii 2 pc 

30 . Ribosomes de Veillonella parvula 2 pc 

. Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae biotype a 15 ug 
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2) Vaccin intestinal 

- Formule unitaire 

b) • Ribosomes d'Escherichia coli 3 ug 

. Ribosomes de Salmonella typhimurium • 3 ug 

5 . Ribosomes de Shigella dysenteriae ....... 3 ug 

. Ribosomes de Staphylococcus aureus ■ 3 tig 

• Prot^oglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae • .18 ug 

3) Vaccin contre les Candidoses 

- Formule unitaire 

O c) . Ribosomes de Candida albicans type A . . . 3,5 ug 

. Ribosomes de Candida albicans type B 3,5 ug 

• Prot^oglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae 15,0 ug 



4) Vaccin contre la mgningite 

- Formule unitaire 

15 a) . Ribosomes de Neisseria meningitidis groupe A 3,5 ug 

. Ribosomes de Neisseria meningitidis groupe C .... 3,5 ug 

. Prot£oglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae '• • • 15,0 tig 

- Formule unitaire 

e) . Ribosomes d 'Haemophilus influenzae type a 3 , 5 us 

20 . Ribosomes d 'Haemophilus influenzae type b 3,5 ug 

• Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae ... ^ ................... . ♦ . . . . . . 15 ,0 uc 

5) Vaccin pneuir.ococcique 
" Formule unitaire 

f ) . Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 1 .... 3 ug 
2 5 . Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 2 .... 3 ug 

. Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 4 . . . . 3 ug 

. Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 19 ... 3 ug 

. Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae 20 ug • 
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6) Vaccin Streptococcique trivalent contre la mining! te du pore 



- formule unitalre 

g) • Ribosomes de Streptococcus pyogenes groupe L 5 ug 
. Ribosomes de Streptococcus pyogenes groupe C 5 ug 

5 ♦ Ribosomes de Streptococcus suis 5 ug 

. Prot^oglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae bio type a 10 ug 

7) Vaccin contre la staphylococcie du lapin 

- formule unitaire vaccin trivalent 

h) • Ribosomes de Staphylococcus dpidermidis 1,5 ug 

10 • Ribosomes de Staphylococcus aureus type 7 1,5 ug 

• Ribosomes de Staphylococcus aureus . . , 1,5 ug 

. Prot^oglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae biotype a 7,5 ug 

- formule unitaire vaccin divalent 

i) . .Ribosomes de Staphylocoque (souche M6rim£e)..,. 3,5 ug 

15 . Ribosomes de Staphylococcus aureus *. 3,5 ug ' 

. Prot^oglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae biotype a 15,0 ug 

8) Vaccin contre la mammite de la vache 
" formule unitaire 

j) . Ribosomes de Staphylococcus aureus 5 ug 

20 . Ribosomes de Staphylococcus uberis 5 ug 

. Ribosomes de Streptococcus dysgalactiae 5 ug 

• Prot^oglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae biotype a 20 ug 

Ces vaccins sont obtenus par melange des 

protdoglycanes membranaires obtenus pr^c^demment et des 



25 ribosomes obtenus par les proc^des d£crits, les rapports 

en poids entre les ribosomes et les prot^oglycanes 
membranaires dtant de prif 6rence compris entre 1/1 et 1 /3 
compt^s pour 1* ensemble de la fraction ribosomale par 
rapport k la fraction prot^oglycane membranaire. 
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Les exemples ci-aprfeB sont plus particuliferement 
destines k mettre en Evidence d'autres caracteristiques 
et avantages de la presente invention. 
EXEMPLE 1 - OBTENTION DE LYSATS CLARIFIES BACTERIENS 

Cet exemple decrit le proceae prefere de prepara- 
tion des lysats bacteriens clarifies, que ceux-ci soient 
destines k §tre utilises pour la preparation de proteoglycanes 
. membranaires ou pour la preparation de fractions ribosomales, 
ceci explique pourquoi il n'est pas fait mention explicitement *. 
de souches de microorganismes . 

Les biomasses microbiennes sont obtenues par 
culture en fermenteur en milieu liquide dans des conditions 
classiques. La seule contrainte specif ique etant 1'arrSt 
brusque de la croissance par ref roidissement & + 4°C en' fin 
de phase exponentielle de . croissance pour preserver I'-integrite 
des structures biologiques. 

La biomasse est s^par^e du milieu de culture 
par centrifugation continue a froid.sur des s£parateurs ^ 
industriels de type Sharpies ou Westfalia. 

Apr&s lavage par remise en suspension dans du 
s^rum physiologique sterile et centrifugation, les concentrats 
cellulaires sont stockes congeies en attendant d'etre traites. 

Le concentrat bacterien est decongeie-dans un 

reacteur et mis en suspension dans du tampon tris-HCl (10 mM) , 
pH 7,0, contenant MgCl 2 (0,15 K) k 4°C pour avoir une concen- 
tration finale de 50 g de cellules s^ches par litre de 
suspension. On ajoute ensuite 5 mg de DNase. exempte de 
RNase par litre de suspension. 

Les cellules microbiennes sont ensuite desinte- 
grees par passage en continu sur des broyeurs industriels 
de type APV Manton Gaulin k triple effet pour les souches peu 
resistantes ou sur homogeniseur & microbilles de verre de 
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type DYNO MILL pour les cocci et les souches trfes rcsistantes. 
Cette operation est conduite h basse temperature £ 4°C au 
moyen d'un Echangeur thermique puissant. 

Les lysats bactcriens obtenus pr^c^demment sont 
squmis & une premifere clarification continue i 15 000 g sur 
s^parateur Sharpies h +4°C pour climiner les r^sidus de 
broyage et les germes non broy^s. 

Le culot de centrifugation est ^limine et le 
surnageant recueilli, il constitue le lysat clarifiE. 
OBTENTION PES PROTEOGLYCANS MEMBRANAIRES DE KLEBSIELLA 
PNEUMONIAE (PGM-Kp) - ADJUVANTS PES RIBOSOMES 

Ces procedds permettant la production & trfes 
grande Echelle des (PGM-Kp) sont d^crits ci-apr&s h partir 
du lysat bactcrien de Klebsiella pneumoniae clarific sur 
Sharpies obtenu & l'exemple 1. 
EXEMPLE 2 

50 1 de surnageant Sharpies (lysat bactcrien 
clarifie) de l'exemple 1 obtenu en partant de Klebsiella 
pneumoniae n° 145 sont places dans un r^acteur sous agitation 
a 4°C. On ajoute progressivement & cette suspension 1 volume 
d'une solution a 1 % (p/v) de bromure de cetyltrimdthyl- 
ammonium (CTAB) puis on laisse au repos pendant quelques 
minutes. 

Le pr^cipit^ d 1 impure tds {acide's nucleigues, 
prolines, polysaccharides acides, etc.) est ^limind par 
centrifugation continue sur s^parateur Sharpies et les 
surnageants contenant les (PGM-Kp) sont recueillis. 

Les (PGM-Kp) sont ensuite purifies par une £tape 
d'ultraf iltration tangentielle sur un appareil Millipore 
Equipe de memranes coupant k 10 000 d. Cette £tape d f ultra- 
filtration, de dialyse et de concentration permet 1 1 Elimination 
quantitative du CTAB, des sels et des contaminants de faible 
poids mol^culaire. 
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La suspension concentr^e de (PGM-Kp) ainsi obtenue 
est st^rilis^e par autoclavage 20 minutes h 120°C puis 
lyophilis^e st^rilement. 
EXEMPLE 3 

50 1 de surnageant Sharpies (lysat bactdrien 
clarifi^ de l'exemple 1 obtenu en partant de Klebsiella 
pneumoniae n° 145) sont places dans un r^acteur sous 
agitation h + 4°C. On ajoute dans le r^acteur 2 500 g d'acide 
trichloroac^tigue cristallis6 puis on agite jusqu'Ji disso- 
lution complete. 

Apr&s un repos de 20 minutes k 4°C, le pr6cipite" 
d'impuret^s est ^limine" par centrifugation continue sur 
s^parateur Sharpies et le surnageant contenant les (PGM-Kp) 
est recueilli. 

Le pH de la solution est ensuite remonte* & pH 7,8 
par addition de NaOH concentr^e, puis on procede & une ultra- 
filtration tangentielle sur membrane coupant h 10 000 d 
comme pour l'exemple 2. 

La suspension concentr^e de (PGM-Kp) ainsi 
obtenue est st£rilis£e par autoclavage 20 minutes k 120°C 
puis lyophilis^e st^rilement. 
OBTENTIOK DE LA FRACTION RIBQSQMALE BRUTE 

Ces proc£des ont tous pour principe commun 
d'entrainer une precipitation specif igue des ribosomes 
permettant leur separation par centrifugation continue a 
faible Vitesse et eVitant d'avoir recours h 1 'ultracentrif u- 
gation ci tres grande Vitesse qui ne peut s f appliquer qu'a 
de petits volumes. 

Les exemples qui suivent ont 6t6 mis en oeuvre 
h partir de lysats bactdriens obtenus comme cela est 
d£crit dans l'exemple 1 en partant de la souche bact^rienne 
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appropri^e, le surnageant recueilli £tant soumis & une 
ultrafiltration tangentielle sur un systfeme Millipore £quip6 
de membranes coupant 0,22 n. 

Le filtrat limpide obtenu contient alors les 
ribosomes et les substances solubles qui vont §tre s6par6s 
c.omme cela sera d£crit ci-aprfes. 
EXEMPLE 4 

50 1 de lysat bact^rien ultraf iltr£ sont places 
dans un r^acteur h +4°C et additionn^s lentement d'une 
solution 1 M de MgCl 2 jusqu'£ obtenir une concentration 
finale de 0,1 M en MgCl 2 . Le pH est alors portd & 6,0 par 
HC1 dilu6 et les ribosomes sont laiss£s en precipitation 
pendant une heure h 4°C sous agitation trfes lente. 

Le prdcipitd est recueilli par centrif ugation 
continue sur Sharpies puis remis en solution dans un volume 
initial de tampon Tris-HCl (10 mM) pH 7,0 contenant EDTA 
Na 2 (5 mM) * 

Cette solution constitue la fraction ribosomale 

brute. 
EXEMPLE 5 

50 1 de lysat bact<§rien ultrafiltr£ sont places 
dans un rdacteur h +4°C et le pH de la suspension est 
abaiss£ progressivement jusqu'S pH 4,0 par addition d'acide 
acetique (environ 0,5 % du volume), 

Apr£s 1 heure de repos ci +4°C, le precipite de 
ribosomes bruts est s£par£ par centrifugation continue sur 
s£parateur Sharpies. . 

Le culot est disperse 6nergiquement dans un 
volume initial de tampon Tris-HCl (10 mM) pH 7,5 contenant 
NaCl (0,15 M) et EDTA Na 2 (1 mM) en maintenant ^ pH constant. 

Cette solution constitue la fraction ribosomale 

brute. 
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EXEMPLE 6 

50 1 de lysat bact6rien ultrafiltre sont places 
dans un r^acteur h +4°C sous agitation. On ajoute lentement 
5 1 d'une solution k 5 % (p/v) de CTAB (bromure de cdtyl- 
trimethylammonium) . 

Aprfes un repos de queiques minutes, le pr6cipite 
est recueilli par centrifugation continue sur Sharpies. 

Le precipite est lave deux fois par dispersion 
30 minutes dans 30 1 d'ethanol 70 %, 0,2 M en CH 3 CO ONa, 
pH 7,0 puis centrifugation sur Sharpies. 

Le culot lave est repris dans 30 1 de tampon 
Tris-HCl (10 mM) pK 7,0 contenant MgCl 2 (10 mM) et NaCl (0,15 M) . 

Cette solution constitue la fraction ribosomale 

brute. 

EXEMPLE 7 - OBTENTION PES RIBOSOMES PURIFIES 

La suspension ribosomale brute obtenue par I'un 
des trois proc£d6s d^crits precedemment est soumise h une 
purification comportant les Stapes suivantes : 

1 ) Lavage des ribosomes 

Les impuretes liees aux ribosomes sont eiiminees 
par lavage au SDS (Sodium Dod^cyl Sulfate) dans les conditions . 
suivantes : 30 1 de solution de ribosomes bruts sont places 
dans un r^acteur sous agitation et la temperature portee 
h 20°C. On ajoute h cette solution 75 g de SDS puis on 
poursuit I'agitation pendant 45 minutes h. cette temperature, 
le milieu devient rapidement limpide. 

2) Precipitation des ribosomes purifies 

A la solution pr^c^dente, on ajoute rapidement 
sous agitation 21 1 d'alcool ethylique glace, puis on laisse 
au repos 30 minutes h 4°C. 

Le precipite de ribosomes purifies est recueilli 
par centrifugation continue sur separateur Sharpies et le 
culot est repris dans 10 1 de tampon pH 7,0 glace contenant 
MgCl 2 (1 mM) et KC1 (0,05 M) . 
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3) Purification par chromatographic d 'affinity 
Des anticorps monoclonaux sont pr^pards contre 

chaque ribosome par hyperimmunisation de la souris avec ces 
ribosomes et fusion des cellules spl&iigues immunes de la 
5 souris avec des cellules de my61ome x 63 selon la technique 
d^crite par Galfre G. et Milstein C. (Methods in Enzymol. 
73 B, 3-46 (1981)). Les anticorps monoclonaux ainsi obtenus 
sont s61ectionn«Ss en fonction de leur affinity pour les 
ribosomes et de leur capacity d'induire une protection passive 

10 chez la souris contre une infection homologue* 

Un support d'af finite specif ique est alors 
pr£par£ par couplage covalent de cet anticorps monoclonal 
sur une matrice de type dextran activ^e par un proc^de 
classique comme le CNBt par exemple. 

15 Une colonne d'af finite est ainsi prdparde 

permettant l'isolement s^lectif des ribosomes immuhog^niques 
selon le protocole ddcrit ci-dessous :. 

. Une colonne de 70 mm de diam&tre sur 400 mm de 
hauteur est moul^e avec le support d 'affinity prepare comme 

20 ddcrit ci^dessus et £quilibr<*e en tampon Tris-HCl 10 mM 

pH 7,0 contenant MgCl 2 (1 mM) et KC1 0,05 M. 

• La solution de ribosomes lav£s pr^parde 
pr£c6demment est passde sur la colonne pour fixer les 
ribosomes. La colonne est ensuite lav6e par le m§me tampon 

25 jusqu'a ce que l'effluent n'absorbe plus h 280 nm. 

, Les ribosomes sont ensuite £luds par le meme 
tampon contenant en plus KSCN (2M) • Le pic de ribosome 
ct£ tec t6 par son absorption k 260 nm est recueilli. 

4) Ultrafiltration 

30 La fraction ribosomale ainsi purifide est 

soumise h une ultrafiltration sur membrane coupant h 
100 000 d avec alimentation en tampon pH 7,0 glac£ contenant 
MgCl 2 (1 mM) et KCl (0,05 M) pour 61iminer totalement le KSCN 
et concentrer la solution pour avoir environ 10 mg/ml de 

35 ribosomes. 
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EXEMPLE 8 - PREPARATION DU VACCIN RIBOSOMAL 

Pour la realisation du vaccin ribosomal dans sa 
presentation definitive, on procfede dans l'enceinte d'un bloc 
6t6rile aux operations suivantes : 

- d£congeiation des suspensions ribosomales, 

- regroupement dans les proportions de la formule 
consider^ en fonction de leurs titres respectifs en ribosomes, 

- addition de la quantity correspondante de 
proteoglycanes membranaires de Klebsiella pneumoniae lyophilisds 

- homogeneisation , 

- addition des excipients suivant la forme finale 

consid£r£e, 

- repartition en f lacons unitaires (ou par 
multiples de la dose unitaire) , 

- lyophilisation sterile, 

- bouchage , sertissage ; 

- contr61es^ (physico-chimiques, immunologiques , 
sterilite, toxicite, etc.). 
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REVENDICATIONS 

1 ) Proc6d£ de preparation de prot^oglycanes 
xnembr ana ires de bact^ries choisies parmi : Klebsiella, 
Serratia et Corynebacterium, caract^risd en ce que/ k partir 
d'un lysat clarif i6 de ladite souche bact£rienne, 

a) on traite le surnageant du lysat clarif i£ 
avec le c£tyltrint£thylammonium ou de l T acide trichloro- 
acdtique, et 

b) aprfes traitemerit on s^pare le surnageant 
contenant les prot^oglycanes membranaires purifies des 
impuret^s pr£cipit£es. 

2) Proc6d6 selon la revendication 1 , caract^risd 
en ce que le lysat est obtenu par broyage d'un concentrat 
bact^rien & I'aide de moyens m^caniques et/du pneumatiques . 

3) Proc^dd selon l'une des reyendications 1 et 2, 
caract£ris£ en ce que le lysat est clarif ±6 par centrifugation. 

4) Procddd selon l'une des revendications 1 & 3, 
caracteris£ en ce qu'apres traitement au c 6 ty ltrimd thy 1 ammonium, 
on s6pare le surnageant par centrifugation et on effectue 

une ultrafiltration pour dliminer le c^tyltrimethylammonium, 
les sels et les contaminants de faible poids ^moldculaire . 

5) Procdd£ selon l'une des revendications 1 & 3, 
caracterise en ce qu 'apres_ traitement h l'acide trichloro- 
ac£tigue, on separe le surnageant par centrifugation et 

on effectue une ultrafiltration, apr&s avoir ramen£ le pH 
entre 7 et 8, pour 61iminer les sels et les contaminants de 
faible poids mol^culaire. 

6) Proc6d6 selon l'une des revendications 4 et 5, 
caractdris£ en ce que 1 'ultrafiltration est une ultrafiltration 
tangentielle sur membrane coupant & 10 000 daltons. 

7) Procddd selon l'une des revendications 1 & 6, 
caract6ris£ en ce que la souche bact6rienne est une souche de 
Klebsiella pneumoniae biotype a non capsule. 
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* 8) Prot^oglycanes membranaires obtenus par la 
mise en oeuvre du proc6d£ selon I'une des revendications 1 it 5, 

9) Proc6d6 de preparation de fractions ribosomal s 
de souches bactdriennes, caract^risd en ce que : 

a) on traite un lysat clarifi^, filtr6, de ladite 
souche par MgCl 2 , par un acide brganique ou par ie c6tyl- 

tr im6 thylammonium , 

b) aprfes traitement r on rdcupfere le pr<§cipit(§ 
qui est dventuellement lav6 pour r6cup£rer . les ribosomes. 

10) Proc6d£ selon la revendication 9, caract^rise 
en ce que dans l'<§tape a), le traitement est effectu<* jusqu'Si 
une concentration de 0,05 & 0,2 M en MgCl 2 h un pH acide 

et en ce que les ribosomes pr6cipit6s sont recueillis. 

1 1 ) Proc£d£ selon la revendication 9 , caract^rise. 
en ce que dans l'^tape a), le traitement est effectu£ par 
abaissement du pH jusqu'au voisinage de 4 avec de l'acide 
acdtique et en ce que les ribosomes pr6cipit6s sont recueillis. 

12) Procdd6 selon la revendication 9, caract^rise 
en ce que dans I'^tape a) > le traitement est effectu<§ avec 

le c <§ ty ltriiru* thy 1 ammonium et en ce que dans I'dtape b) le 
pr6cipit£ est lave par de l*£thanol. 

13) Proc^de selon 1'une des revendications 9 h 12, 
caractdr is£ "en "ce que les ribosomes cb tonus a I'dtape b) sont 
lav^s avec du dod^cylsulf ate de sodium puis pr£cipit£s par 

de l'6thanol. 

14) Proc£d6 selon l'une des revendications 9 a 13, 
caractdris^ en ce que le lysat clarifi^ est filtr^ par . 
ultrafiltration sur membrane coupant k 0,22 urn. 

15) Ribosomes obtenus par la mise en oeuvre du 
proc6d£ selon l'une des revendications 9 2i 14* 

16) Vaccins ribosomaux caract6ris6s en ce qu'ils 
comportent en association des ribosomes selon la revendica- 
tion 15 et des prot^oglycanes membranaires selon la reven- 
dication 8. 
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17) Vaccinsselon la revendication 16, caract6ris6s 
en ce que chaque dose unitaire contient : 

a) . Ribosomes d'Actinontyces vi»co«us ... * 3 ug 

. Ribosomes d 'Actinomyces naeslundii 2 ug 

5 • Ribosomes de Veillonella parvula • 2 ug 

• Protdoglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae biotype a 15 

b) • Ribosomes d'Escherichia coli • • 3 ug 

u . Ribosomes de Salmonella typhimurium . ... 3 

. Ribosomes de Shigella dysenteriae • 3 ug 

1Q . Ribosomes de Staphylococcus aureus 3 ug 

♦ Prot^oglycanes membranaires de Klebsiella 
pneumoniae . .... * 18 Mg 

c) . Ribosomes de Candida albicans type A 3,5 ug 

. Ribosomes de Candida albicans type B 3,5 ug 

. Prot^oglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae 15,0 ug 

15 d) . Ribosomes de Neisseria meningitidis groupe A .... 3,5 u? 

. Ribosomes de Neisseria meningitidis groupe C .... 3,5 u? 

. Prot£oglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae 1 5 ,0 -uc 

e) . Ribosomes d 'Haemophilus influenzae type a 3,5 us 

. Ribosomes d 'Haemophilus influenzae type b 3,5 ug 

2q , Proteoglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae 15,0 u? 

f) . Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 1 . . . . 3 ug 

. Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 2 . . . . 3 ug 

. Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 4 . . . « 3 ug 

. Ribosomes de Streptococcus pneumoniae type 19 ... 3 ug 

. Proteoglycans membranaires de Klebsiella 

25 pneumoniae 20 ug • 
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g) ♦ Ribosomes d Streptococcus pyogen s groupe L 5 ug 

• Ribosomes de Streptococcus pyogenes groupe C 5 us 

. Ribbsomes de Streptococcus suis . . .. . 5 uc 

• Proteoglycans membranaires de Klebsiella 

pneumoniae biotype a . • ...... . 10 pc 

5 h) . Ribosomes de Staphylococcus 4pidermidis . .. . 1*5 ng 

. Ribosomes de Staphylococcus aureus type 7 ........ 1,5 ug 

• Ribosomes de Staphylococcus aureus ♦ * 1,5 jig 

. Prot^oglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae biotype a . . . • . 7,5 pg 

i) . Ribosomes de Staphylocogue (souche M£r.im£e) ... • • 3,5 ug 

1Q . Ribosomes de Staphylococcus aureus . ; 3,5 ug 

. Protdoglycanes membranaires de Klebsiella 

pneumoniae biotype a 15,0 ug 

j) . Ribosomes de Staphylococcus aureus 5 ug 

. Ribosomes de Staphylococcus uberis 5 ug 

. Ribosomes de Streptococcus dysgalactiae 5 jig 

. Prot^oglycanes membranaires de Klebsiella 
15 pneumoniae biotype a i 20 ug 
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